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GENTEKNISK FOrANDRING AV POTATIS FOR SILDNING AV STXRKELSE 

AV AMYLQPEKTINTYP 

FOreliggande upp-Tinning avser gentoknisk ffcrfcndring 
5 av potatis, vilken resulterar i bildning av praktiekt ta- 
get enbart starkelse av amylopektintyp i potatisen. Den 
gentekniska fttrandringen innebar inffcrande av ett genfrag- 
ment i potatis, vilket genfragment omf attar delar av 
ledarsekvens och translationsstart samt en del av genen 
10 som kodar f 6r starkelsekornbundet starkelsesyntas . insatt 
i antisens-riktning. Antisens-f ragmentet har den x SEQ ID 
nr 1 visade strukturen. 

Uppf inningens bakgrund -7 



15 livsmedels- och pappersindustrin, I framtiden kommer star- 
kelse ocksd att utgtfra en stor potential fOr tillverkning 
av i naturen nedbrytbara polymerer, t ex fOr anvandning 
som farpackningsmaterial, MAnga olika starkelseprortukter 
ar kanda, vilka framstailts genom derivatisering av nativ 

20 starkelse med ursprung i bl a majs och potatis. Starkels 
frin potatis respektive fr&n majs konkurrerar inom d 
fiesta marknadsomr&den. 

I potatisknoien utgOr starkelse den stttrsta andelen 
av torrsubstansen. Ca 1/4 till 1/5 av starkelsen i potatis 

25 utgOres av amylos, medan resten av starkelsen ar amylopek- 
tin. Dessa b&da komponenter av starkelsen har olika an- 
vandningscnr&den och det ar darf&r av stort intresse att 
kunna framstaila antingen rent amyJos eller rent amylop k- 
tin. De b&da starkelsekomponenterna kan framstailas ur 

30 vanlig starkelse / vilket kraver m£nga processteg och d&rl- 
genom blir dyrbart och omstandligt. 

Det har nu visat sig att det med genteknologi ar mOj- 
ligt att fOrandra potatis s& att knOlarna endast produce- 
rar huvudsakligen starkelse av den ena eller andra typen. 

35 Harigenom skapas en starkelsekvalitet som kan konkurr era 
p£ de cmrAden dar potatisstarkelse idag normait ej an- 
vands. Starkelse fr&n s£dan gentekniskt fOrandrad potatis 



Starkelse i olika former har stor betydelse inom 





har stor potential som livsmedelstillsats, eftersom den 
into genomgAtt nAgon kemisk modif ieringsprocess* 
Starkelsesyntes 

Syntesen av starkelse och reglerlngen d&rav studeras 
5 f&r nfirvarande med stort intresse, bAde pA grund£orsk~ 

ningsnivA och med tanke pA industriell till&mpning. Fasten 
man k&nner till mycket om vissa enzymers medverkan i om- 
vandlingen av sackaros till st&rkelse, &r starkelsens bio- 
syntes oiinu inte klarlagd. Genom undersOkning av framfiJr- 

10 allt majs har man dock kunnat klarlSgga en del av syntes- 
v&garna och de enzymer som deltar i dessa reaktioner. D 
viktigaste starkelsesyntetiserande enzymerna f6r uppbygg- 
nad av st&rkelsekornen ar starkelsesyntaa och * branching 
enzyme". I majs har man hittills pAvisat och studerat tr 

15 former av st&rkelsesyntas, varav tvA &r l&sliga och en Ar 
ol^sligt associerad till starkelsekornen. Xven "branching 
enzyme" bestAr av tre former, vilka troligen kodas av tre 
olika gener ^Mac Donald & Preiss, 1965; Preiss, 1988). 
waxy-genen i majs 

20 Syntesen av st&rkelsekomponenten amylos sker huvud- 

sakligen genom inverkan av st&rkelsesyntaset alfa-l,4-D- 
-glukan-4-alf a-glukosyltransf eras (EC 2. 4. 1.21), som ttr 
associerat med starkelsekornen i v&xtcellen. Genen som 
kodar fOr detta starkelsekornbundna enzym kallas "waxy" 

25 (- wx* ) , medan enzymet benamns "GBSS" (granule bound 
starch synthase). 

waxy-locus i majs har grundligt karaktariserats, sA- 
r -vai genetiskt som biokemiskt. waxy-genen, beiagen pA kro- 
mosom 9, kontrollerar produktlonen av amylos 1 endosperm, 

30 pollen och embryos&ck. Starkelsen som bildas i endosperm 
ho*? normal majs med wx*-allelen bestAr till 25% av amylos 
och till 75% av amylopektin. En mutant form av majs har 
pAtraffats, i vilken endospermet innehAller en mutation 
lokaliserad till wx + -genen, varfCr inget funktionsdugligt 

35 GBSS syntetiseras. Endosperm frAn denna mutantmajs inn - 
hAller darfOr enbart amylopektin som starkelsekomponent . 
Denna s k waxy-mutant xnnehAller sAledes varken GBSS 11 r 
amylos (Echt & Schwartz, 1981). 
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GBSS-proteinet kodas av wx + -g n n i cellkarnan men 

transport ras till och ar v rksamt i amyloplasten. Prepro- 
teinet bestir darffcr av tvA komponenter, naraligen en 7 kD 
transitpeptid fCr transport av proteinet Over amyloplast- 
membrane t samt det egentliga proteinet, sora ar 58 kD. Den 
kodande regionen av wx + -genen i majs ar 3,7 kb lAng och 
bestAr av 14 exoner och 13 introner. Flera av regulations- 
signalerna i promotorregionen ar kanda och tvA olika p ly- 
adenyleringssekvenser har beskrlvits (KlOsgen et al, 1986; 
Schwartz -Sonuner et al, 1984; Shure et al, 1983). 
Amylosenzym i potatis 

I potatis har man identiflerat ett 60 kD protein, som 
utgCr det huvudsakliga starkelsekornbundna proteinet ...Ef- 
tersom antikroppar mot detta potatisenzym korsreagerar med 
GBSS fran majs antar man att det ar det starkelsekornbund- 
na syntaset (Vos -Scheperkeuter et al, 1986)* Genen £45r po- 
tatis-GBSS har dock hittills inte karaktariserats i samma 
utstrackning som waxy-genen i majs, varken vad gall r lo- 
kalisering eller uppbyggnad. 

Naturligt fOrekommande waxy-mutanter har beskrivits 
f&r korn, ris och sorghum f Or atom for majs. I potatis har 
man inte funnit nagon naturlig mutant, men daremot har man 
framstailt en mutant genom rOntgenbestrAlning av blad frAn 
en monohaploid (n-12) planta (Visser et al, 1987)* Star- 
kelse isolerad frAn knOlar av denna mutant innehAller var- 
ken GBSS-proteinet eller amylos. Mutanten betingas av en 
enkel recessiv gen och benamns amf . Den kan liknas vid 
waxy-mutanter av andra vaxtslag eftersom sAval GBSS-pro- 
teinet som amylos saknas. Stablliteten av kromosomtalet 
fOrsvagas dock dA detta fyrdubblas till det naturliga 
talet (n«48), vilket kan fttrorsaka negativa effekter pA 
potatisplantorna ( Jacobsen et al, 1990), 
Inhibering av amylosproduktion 

Syntesen av amylos kan drastiskt reduceras genom 
inhibering av det starkelsekornbundna starkelsesyntas t, 
GBSS , vilket katalyserar bildningen av amylos. Denna inhi- 
bering resulterar i att starkelsen huvudsakligen komm r 
att best A av amylopektin. 
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Inhibering av bildningen av nzym kan &stadkommas pA 
flera satt, t ex genom: 

- xnutagenbehandling, vilket medfOr en fOrandring av gen- 
sekvansen som kodar for bildningen av ensymet 

5 - infOrlivande av en transposon i gensekvensen som kodar 
fOr enzymet 

- genteknisk modifiering s& att genen som kodar far enzy- 
met inte irttrycks, t ex antisens-geninhibering. 

I fig 1 visas ett specifikt under try ckande av normal 

10 genexpression genom att en komplementar antisens-nukleotid 
fir hybridisera med mRNA fOr en mAlgen. Antisens-nukleoti- 
den ar sAledes antisens-RNA / som transkriberas in vivo 
fr&n en H omvand M gensekvens (Izant, 1989). ~- 
Genom anvandning av antisens-teknik har olika gen- 

15 funktioner i vaxter inhiberats. Antisens-konstruktionen 

fOr chalkonsyntas, polygalakturonas och f osf inotricin-ace- 
tyltransferas har anvants fOr att inhibera motsvarand en- 
zym i vaxtslagen petunia, tomat respektive tobak. 
Inhibering av amylos i potatis 

20 I potatis har man tidigare fOrsOkt inhibera syntesen 

av det starkelsekornbundna starkelsesyntaset (GBSS-prot i- 
net) med en antisens-konstruktion mot.svarande genen som 
kodar fOr GBSS (i f ortsattningen benamns denna gen "GBSS- 
-genen"). Hergersberger (1988) beskriver en me tod, genom 

25 vilken en cDNA-klon for GBSS-genen i potatis har isolerats 
med hjalp av en cDNA-klon fOr wx + -genen i majs. En anti- 
sens-konstruktion baserad pi hela cDNA-klonen OverfOrdes 
till bladdiskar av potatis med hjalp av Agrobacterium 
: tumefaciens. I mikroknOlar inducerade in vitro frin r g - 

30 nererade potatisskott observerades en varierande och 

mycket svag reduktion av amyloshalten, visad i diagram. 
N£gon fullstandig karaktarisering av GBSS-genen ges inte. 

Genen for GBSS-proteinet i potatis har ytterligare 
karaktariserats genom att en genomisk wx + -klon undersOkts 

35 med restriktionsanalys . Dock har klonens DNA-sekvens inte 
bestamts (Visser et al, 1989). 



Ytterligare fOrsOk med en antisens-konstruktion mot- 
svarande GBSS-genen i potatis har rapporterats. Antis ns- 
-konstruktionen, som bygger pA en cDNA-klon tillsammans 
med CaMV 35S-promotorn, har tansformerats med hjaip av 
Agrobacterium rhizogenes. Transformationen resulterade 
enligt uppgift i lag re amylosinnehall 1 potatisen, men 
inga varden redo visas (Flavell, 1990) • 

Ingen av de hittills anvanda metoderna far genteknisk 
f&randring av potatis har resulterat i potatis med prak- 
tiskt taget ingen starkelse av amylostyp. 

Andamalet med uppfinningen ar darfSr att astadkonuna 
ett sa gott som fullstandigt undertryckande av bildning n 
av amylos i potatiskn61ar. 
Sammanf attning av uppfinningen 

Enligt uppfinningen inhiberas funktionen av GB£iS-g - 
nen och darmed amylosproduktlonen i potatis genom anv&nd- 
ning av helt nya antisens-konstruktioner * Far bildning av 
antisens-f ragmentet enligt uppfinningen utgar man fran d n 
genomJ ska GBSS-genen for att uppna en s& ef f ektiv inhibe- 
ring av GBSS och darigenom av amylosproduktlonen som mOj- 
ligt. Antisens-konstruktionerna enligt uppfinningen omf at- 
tar de delar av GBSS-genen som motsvarar sekvenser i r - 
gionen omfattande promotor samt ledarsekvens, transla- 
tionsstart och forsta exon i antisens-riktning. FOr att fA 
ett vavnadsspecif ikt uttryck, dvs amylosproduktlonen skall 
inhiberas enbart i potatisknttlarna, anv&nds promotorer som 
ar specif ikt verksamma i potatisknOlen. Harigenom paverkas 
inte starkelsesammansattningen i andra delar av vaxt n, 
vilket annars skulle kunna ge negativa bieffekter. 

Uppfinningen omfattar saledes ett 342 bp antisens- 
-fragment som i huvudsak har den i SEQ ID nr 1 angivna 
sekvensen. Sekvensen kan dock awika fran den angivna m d 
nagot eller n£gra ej intill varandra liggande uaspar utan 
att fragmentets funktion paverkas. 

Uppfinningen omfattar aven en potatlsknOlspecif ik 
promotor omfattande ca 1000 bp, vilken promotor hfcr till 
genen enligt uppfinningen som kodar for starkelsekornbun- 
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"det starkclsesyntas • Varken promotorn ell v tillhOrande 
gen har tidigare karaktariserats. En sekvena av 629 bp av 
prorootoms ca 1000 bp £r angiven i SEQ ID nr 2 medan ge- 
nens sekvens ar angiven i SEQ ID nr 3. Xven promotorns och 
genens sekvenser kan awlka frAn de angivna med n&got 
eiler nigra ej intill varandra liggande baspar, utan att 
deras funktion pAverkes. 

Uppfinningen omfattar likas4 vektorer vilka inbegri- 
per antisens-f ragmentet respektive antisens-konstruktio- 
nerna enligt uppfinningen, 

I andra aspekter omfattar uppfinningen cellar, plan- 
tor, knOlar, mikroknOlar respektive frOn, vilkas genom in- 
nehAller f ragmentet enligt uppfinningen insatt i antisens- 
-riktning. - 

I ytterligare andra aspekter omfattar uppfinningen 
star>:else av aroylopektintyp, b&de nativ och derivati erad. 

Slutligen omfattar uppfinningen ett fttrfarande fOr 
un^rtryckande av amylosbildning i potatis, varigenom hu- 
vudsakligen starkelse av amylopektintyp bildas i potati- 
sen. 

Uppfinningen beskrivs narroare med hjalp av bifogad 
figurer, vari 

fig 1 visar principen for antisens-geninhibering ; 

fig 2 visar resulta et av restriktionsanalys av pota- 
tis-GBSS-genen; 

fig 3 visar antisens-konstruktionen pHoxwA (enligt 
Bevan, 1984); 

fig 4 visar antisens-konstruktionen pHoxwC (enligt 
Be van, 1984); 

fig 5 visar en ny binar vektor pHo3 (enligt Be van, 
1984); 

fig 6 visar antisens-konstruktionen pHoxwE (enligt 
Bevan, 1984). 

Dessutom visas sekvenserna fCr de olika DNA-fragmen- 
ten enligt uppfinningen i SEQ ID nr 1, 2 och 3. Awikelser 
frAn dessa sekvenser kan fOrekomma i n&got Her n&gra j 
intill varandra liggande baspar. 
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MATERIAL 

Vld det praktiska genoraf£randet av uppfinningen har 
fCljande material anv&nts: 

Bakteriestarerear : E. coli DKSalfa och DHSalfcF* IQ(BRL) . E. 
5 coli JM105 (Pharmacia). A. tumef aciens LBA4404 (Clontech). 
Vektor er : M13rapl8 och mp!9 (Pharmacia;. pBHOl och pBI121 
(Clontech). pB!240.7 (M. W. Bevan). pUC plasmider (Pharma- 
cia) * 

Enzyrr.er ; Restriktionsenzymer och EcoRI linker ( BRL ) . 
10 UNION™ DNA Ligation Kit (Clontech). Sequenase™ DNA 

Sequencing Kit (USB). T^-DNA ligas (Pharmacia), 

Ovan angivna material anvands i enlighet med av till- 

verkarna anyivna specif ikationer. C 

Genomiskt bibliotek 
15 Ett genomiskt bibliotek i EMBL3 har producerats av 

Clontech fOr sOkandens rakning med blad av potatissort n 

Bintje som utgangsmaterial . 

Identif lering och isolering av GBSS-genen 

Det genomiska biblioteket har screenats far potatis- 
20 -GBSS-genen med hjalp av cDNA-kloner fOr saval 5'- som 

3*-anden av genen (vilka cDNA -kloner erhallits fran M 

Hergersberger, Max Plankinstitutet 1 KOln) i enlighet m d 

protokoll fran Clontech. 

En fullangdsklon av potatis-GBSS-genen wx311 har 
25 .Identif ierats och isolerats ur det genomiska biblioteket. 

BOrjan av GBSS-genen har bestamts till ett EcoRI -fragment 

och kallas fragment w (3,95 kb). Slutet av GBSS-genen har 

ocksa bestamts till ett EcoRI -fragment, vi.lket kallas 

fragment x (5,0 kb ) (fig 2), Fragmenten w och x har sub- 
30 klonats i pUC13 (Viera, 1982; Yanisch-Peron et al, 1985) 

och b^te^knas pSw respektive pSx. 

Xaraktorxserint; av GBSS-genen i potatis 

GBSS-genen i potatis har karaktariserats med hjalp av 

restriktionsanalys och cDNA-prober, varvid 5'- och 3'-an- 
35 der av GBSS-genen bestamts noggrannare (fig 2). Sekvens- 

bestamning enligt Sanger et al, 1977, av GBSS-genen har 

gjorts pa subkloner fran pSw och pSx i M13mpl8 och mpl9 



— ^amt pUC19 med start kring S'-anden (se SEQ ID nr 3). 

Promotorregionen ar bestamd till ett Bglll-Nsil-f rag- 
(se SEQ ID nr 2). Transcriptions- och translations- 
start har bestamts till ett Overlappande Bglll-Hindlll- 
5 -fragment. Terminatorregionen i sin tur ar bestamd till 
ett Spel-Hindlll-f ragment . 

Antisens-konstruktioner far GBSS-genen i potatis 

GBSS-genf ragmentet enligt uppfinningen (se SEQ ID nr 
1) har bestamts pA fOljande satt. 

10 Restriktion av pSw med Nsil och Hindi I I ger ett 

349 bp fragment, som subklonat i pUC19 kallas 19NH35. 
Vidare restriktion av 19NH35 med Hpal-SstI ger ett frag- 
ment innehAllande 342 bp av GBSS-genen enligt uppfinning- 
en. Detta fragment bestir av ledarsekvens, translati^ns- 

15 start samt de fOruta 125 bp av den kodande regionen. 

Antisen^-konstruktionen pHoxvA: Hpal -Sst I- f ragmentet frAn 
I9NH35 har insatts i antisens-riktning i den binara vek- 
torn pBI121 (Jefferson et al, 1987) klyvd med Smal-Sstl. 
Transkriptionen av an'^isens-f ragmentet initieras dA 

20 av CaMV 35S-promotorn och terminer as av NOS-terminat rn 
( N0S«nopalinsyntas) . Den bildade antisens-konstruktion n 
pHoxwA (fig 3) har transformerats till Agrobacterium turn - 
faciens Stam LBA 44C4 genom direkt transformation med 
ft f rys-upptinings"-metoden (Hoekema t al, 1983; An et al, 

25 1988). 

Antisens-konstruktionen pHoxwC: I den binara vektorn 
pBI121, restriktionsklyvd med Hindlll och SstI, har pata- 
tinl-promotorn insatts som ett Hindi I I -Smal- fragment till- 
t~ sanunans med Hpal-Sstl-f ragmentet frAn GBSS 19NH35-fragmen- 
30 tet i antisens-riktning. Patatinl-promotorn, som ar knOl- 
specifik i potatis, kommer frAn vektorn pBl240.7, erhAll n 
frAn M, Sevan, Institute of Plant Science Research i Nor- 
wich. Genom insattningen av patatinl-promotorn initi ras 
transkriptionen av antisens-f ragmentet med denna promotor, 
35 medan den termineras av NOS-terminatorn. Konstruktion n av 
pHoxwC avslutas genom att en selektiorismarkCr , t ex gen n 
som kodar for beta-glukuronidas (GUS-genen) frAn pBI121, 



insatts som ett EcoRI- fragment med hjaip av lankmol kyler. 

pHoxwC (fig 4) har i likhet med pHoxwA transforraerats 
direkt till Agrobacterium tumefaciens stam LBA 4404 med 
hjalp av "frys-upptinings^-metoden (An et al, 1988). 
Antisens-konstruktionen pHoxwE; UtgAende frAn den binara 
vektorn pBHOl har en ny binar vektor, pHo3, konstruerats 
(fig 5). Derma vektor, som innehAller promotorn enligt 
uppfinningen (se SEQ ID nr ? ) (GBSS-promotorn) till d n nu 
karaktarlserade potat J s-GBSS-genen enligt uppf inning n, 
har restriktionsklyvts med Smal och SstI, varvid Hpal- 
-Sstl-fragmentet frAn 19NH35 insatts i antisens-riktning. 
Transkriptionen initieras dA av den egna GBSS-promotorn 
och termineras av NOS-terminatorn. Detta innebar att ~ 
pHoxwE uttrycks enbart i potatisknden, eftersom GBSS-pro- 
motorn i likhet med patatinl -promotorn ar kndlspecif ik. 

Aven i denna konstruktion har en selektionsmarkCr 1 
form av GUS-genen frdn pBI121 insat-ts som ett EcoRI-frag- 
ment med hjaip av lankmolekyler * 

pHoxwE (fig 5) har transf ormerats direkt till A. 
tumefaciens LBA 4404 enligt H f rys-upptinings H -metoden (An 
et al, 1988). 
Transformation 

Antisens-konstruktionerna fcverfOrs till bakterier, 
lampligen medelst " f rys-upptiningsmetoden" (An et al, 
1988). OverfOringen av den rekomblnanta bakterien till 
potatisvavnad sker genom inkubation av potati svavnaden med 
den rekombinanta bakterien i lampligt medium e:t>.?r det att 
nAgon form av skada tillfOrts potatisvavnaden. Under inku- 
beringen gAr T-DNA frAn bakterien in i vardvaxtens DNA» 
Efter inkuberingen dSdas bakterierna och potatisvavnaden 
OvorfiJrs pA fast medium for kallusinduktlon och inkuberas 
f6r kallustillvaxt . 

Efter lampliga passager genom ytterligare medier bil- 
das skott, vilka skars bort frAn potatisvavnaden. 

Som en fCrsta kdntroll av att antisens-konstruktio- 
nerna har SverfOrts till potatisvavnaden analyseras d nna 
med avseende pA narvaron av GUS-genen dar denna finns m d. 
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~ Ytt rligare kontroll r f&r t st av antisens-konstruk- 

tionernas expression samt OverfOring till potntisgenomet 
utf&rs med exempelvis southern och northern hybridisering 
(Maniatis et al (1982)). Antalet kopior av antisens-konst- 

5 ruktionen som OverfOrts be s tarns med southern hybridise- 
ring. 

Kontrollon av expressionen pA proteinnivA utfttrs 
lampligen pA mikroknClar inducerade in vitro pA do trans- 
formerade skotten fttr att man sA snabbt som mttjligt akall 

10 kunna genomfOra kontrollen. 

Xaraktariserinq av GBSS-proteinet 

Antisuns-konstruktionernas inverkan pt. BSS-genens 
funktion m€».d avseende pA GBSS-proteinets aktivitet und r- 
sCks genom att starkelse utvinnes ur mikroknOlarna oeh 

15 analyseras med avseende pA narvaron av GBSS-proteinet. Vi<2 
elektrofores pA polyakrylamidgel (Hovenkamp-Hermelink t 
al, 1987) bildar GBSS-proteinet ett distinkt band vid 
60 kD dA GBSS-genen ar i funktion. DA GBSS-genen int ut- 
trycks, dvs 04 antisens-GBSS-genen uttrycks i full ut- 

20 strackning sA att bildningen av GBSS-protein inhiberas, 
pAvisas inget 60 kD-band pA gelen. 
Karaktarisering av starkelsen 

Starkelsesammansattningen i mikroknOlar ar identisk 
med den i vanliga potatisknOlar och darfOr kan antis ns- 

25 -konstruktionernas inverkan pA amylosproduktionen und rsd- 
kas i mikroknSlar. FSrhAllandet mellan amylos och amylo- 
pektin kan bestammas med en spektrof otometrisk metod (t x 
enligt Hovenkamp-Hermelink et al, 1988). 
Utvinning av amylopektin ur amylopektinpotatis 

30 Amylopektinet utvinns ur den s k amylopektinpotatisen 

(potatis vari bildningen av amylos har undertryckts genom 
inforandet av antisens-konstruktionerna enligt uppfinning- 
en) pA k&nt satt. 
Derivatisering av amylopektin 

35 Beroende pA amylopektinets slutliga anvandnin'- kan 

dess fysikaliska och kemiska egenskaper fOrandras genom 
derivatisering. Med derivatisering avses har sAval k misk 
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— som fysikalisk och enzymatisk behandling samt korobinatio- 
ner av d ssa (Modified starches). 

Den kemiska derivatiseringen, dvs kemisk ffcrandring 
av amylopektinet, kan ske pA olika satt, exempelvis genom 
5 oxidation, syrahydrolys , dextrinisering, olika former av 
fCretring, t ex katjonisering, hydroxipropylering och hyd- 
roxietylering, olika former av fOrestring, t ex med vinyl - 
acetat, atiksyraanhydrid, eller genom monofosf atering, di- 
fosfatering och oktenylsuccinering, samt kombinationer av 
10 dessa. 

FVsikalisk fttrandring av amylopektinet, kan exempel- 
vis Astadkommas genom valstorkning eller extrudering. 

Vid enzymatisk derivatisering utfOrs en nedbrytning 
(minskning av viskositeten) och kemisk modifiering a\£amy- 
15 lopektinet med hja^p av fOrekommande enzymatiska system* 

Derivatiseringen genomffcrs vid olika temperatur r, 
allt efter vilken slutprodukt man Onskar framstaila. Det 
vanliga temperaturomrAdet som man arbetar inom ar 20-45 # C, 
men temperaturer upp till 180 °C kan anvandas. 
20 Uppfinningen beskrivs n&rmare i fOljande exempel. 

Exempel 1 

Framstailning av mikroknalar med insatta antisens-konst- 

ruktionar enligt uppfinningen 

Antisens-konstruktionerna (ce fig 3, 4 och 5) Sver- 
25 fSrs till Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 med hjalp av 

M frys-upptiningsmetoden M (An et al, 1988). OverfSringen 

till potatisvavnad utfOrs enligt ett modifierat protokoll 

enligt Rocha-Sosa et al (1989). 
r- Bladdiskar frAn potatisplantor odlade in vitro inku- 

30 beras i mOrker pA flytande MS-medium (Murashige & Skoog; 

1962) med 3% sackaros och 0,5% MES tillsammans med 100 yl 

av en suspension av rekombinant Agrobacterium per 10 ml 

medium i tvA dygn. Efter dessa tvA dygn dOdas bakt rierna. 

Bladdiskarna OverfOrs pi fast medium for kallusinduktion 
35 och inkuberas i 4-6 veckor beroende pA kallustillvaxt . Det 

fasta mediet har fOljande sammansattning : 
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~MS~+ 3% sackaros 

2 mg/1 zeatinribosid 

0,02 rag/1 "NAA" 

0,02 mg/1 M GAg" 
5 500 mg/1 "Claforan" 

50 mg/1 kanamycin 

0,25% M Gellan w 

Harefter ttverfOrs bladdiskarna till ett medium m d 
annan hormonsamnansatning, omfattande: 
10 MS + 3% sackaros 
5 mg/1 "NAA" 
0,1 mg/1 ** BAP n 
500 mg/1 "Claforan" 

50 mg/1 kanamycin * 
15 0,25% H Gellan M 

Bladdiskarna fSrvaras p& detta medium i ca 4 veckor, 
varefter de 6ver£6rs till ett medium dar "Claf oran"-kon- 
centrationen reducersts till 250 mg/1* 0m det behCvs flyt- 
tas bladdiskarna darefter Over till farskt medium var 4:e 
20 till 5:e vecka. Efter skottbildning skars skotten bort 

fr&n bladdiskarna och ttverfOrs till ett identiskt medium. 

Att antisens-konstruktionen har CverfSrts till blad- 
diskarna kontrolleras fOrst genom analys av narvaron av 
GUS-genen dar denna ar med. Bladextrakt frdn de regenere- 
25 rade skotten analyseras med avseende pi glukuronidasakti- 
vitet med de substrat som beskrivits av Jefferson et al 
(1987). Aktiviteten p&visas genom visuell bedttmning. 

Ytterligare kontroller av antisens-konstruktionernas 
- " expression samt Overf ttring darav till potatisgenomet ut- 
30 f£rs med southern och northern hybridisering enligt Mani- 
atis et al (1981), Antalet kopior av antisens-konstruk- 
tionerna som GverfOrts bestams med southern hybridisering. 

Nar det konstaterats att antisens-konstruktionerna 
Overffcrts till c-ch uttryckts i potatisgenomet vidtar kont- 
35 rollen av expressionen pi proteinnivi. F6r att inte behOva 
vanta pi utvecklingen av en fulls tandig potatisplanta med 
potat IsknClar utfors kontrollen pi mlkroknttlar som induce- 
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"rats in vitro pA de trans formerad skott n< 

Stambitar av potatisskotten klipps av vid noderna och 
placeras p& modifierat MS -medium. Dar bildar de mikroknO- 
lar efter 2-3 veckor vid inkubering i marker vid 19 °C 
5 (Bourque et el, 1987). Mediet har fOljande sammansattning : 
MS + 6% sackaros 

2, 5 mg/1 kinetin 
2,5 mg/1 "Gellan" 

Antisens-konstruktionernas inverkan pA GBSS-gen ns 
10 funktion med avseende p& GBSS-proteinets aktivitet onaly- 
seras med hjaip av elektrofores pA polyakrylamidgel (Ho- 
venkamp-Hermelink et al, 1987). Starkelse utvinna ur mik- 
roknOlarna och analyseras med avseende p& narvaron av- 
GBSS-proteinet . I en polyakrylamidgel bildar <*BSS-pro€ei- 
15 net ett distinkt band vid 60 kD d& GBSS-genen ar i funk- 
tion. Om GBSS-genen inte uttrycks, dvs d& antlsens-GBSS- 
-genen uttrycks till fullo s£ att bildningen av GBSS-pro- 
tein inhiberas, kan man inte se nagot 60 kO-band p£ gelen. 
Starkelsesammans&ttningen, dvs fttrh&llandet mellan 
20 amylos och amylopektin, bes tarns med en spektrof otometrisk 
metod enligt Hcvenkamp-Hermelink et al (1988), varvid hal- 
ten av respektive st&rkelsekomponent bestama utifrdn n 
standardkurva . 
Exempel 2 

25 Utvinning av amylopektin ur amyJopektinpotatis 

Potatis, vars huvudsakliga st&rkelsekomponent utgCrs 
av amylopektin, h3r kallad amylopektinpotatis, gentekniskt 
fOrandrad enligt uppfinningen, rivs sa att starkelsen fri- 
: " laggs fran cellvaggarna. 
30 Cellvaggarna (fibrerna) avskiljs fr&n fruktsaft och 

starkelse i centrisiler. Fruktsaften avskiljs fr&n star- 
kelsen i tvA steg, namligen fbrst i hydrocykloner och d&r- 
efter i speciellt konstruerade vakuumbandf ilter ♦ 

Darefter utfttrs en slutraf f inaring i hydrocykloner, 
35 dar resten av fruktsaften och fibrerna avskiljs. 
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Produkten torkas i tvA steg, forst genom en fOrtork- 

ning pA vakuumf liter och darefter en sluttorkning i varm- 
luf tstram. 
Exempel 3 

5 Kemisk derivatisering av amylopektin 

Amylopektin uppslammas i vatten till en koncentration 
av 20-50%. pH-vardc w justeras till 10,0-12,0 och en kvar- 
tar ammoniumffcrening tillsatts i en s&dan mangd att slut- 
produkten fir en substitutionsgrad av 0,004-0,2, Reak- 

10 tionstemperaturen installs till 20-45 C C. D& reaktionen ar 
k.\ar justeras pH-vardet till 4-8, varefter produkten tvat- 
tas och tcrkas. Pi detta satt erhilles det katjoniska 
starkelsederivatet 2-hydroxi-3-trimetylammoniumpropyle-ter. 
Ex empel 4 Z 

15 Kemisk derivatisering av amylopektin 

Amylopektin uppslammas i vatten till en vattenhalt av 
10-25 vikt%. pH-vardet justeras till 10,0-12,0 och en 
kvartar ammoniumf Grening . tillsatts i en s&dan mangd att 
slutprodukten fir en substitutionsgrad av 0,004-0,2, R ak- 

20 tionstemperaturen installs pi 20-45 °C. DA reaktionen ar 
klar justeras pH-vardet till 4-8. Slutprodukten ar 2-hyd- 
roxi-3-trimetylammoniumpropyleter . 
Exempel 5 

Kemisk derivatisering av amylopektin 

25 Amylopektin uppslammas i vatten till en koncentration 

av 20-50 vikt%. pH-vardet iusteras till 5,0-12,0 och nat- 
riumhypoklorit tillsatts si att slutprodukten fir tfnskad 
viskositet. Reaktionstemperaturen installs pi 20-45 °C. DA 
: -reaktionen ar klar justeras pH-vardet till 4-8, vareft r 

30 slutprodukten tvattas och torkas. PA detta satt erhAlles 
oxiderad starkelse. 
Exempel 6 

Fysikalisk derivatisering av amylopektin 

Amylopektin uppslammas i vatten till en koncentration 
35 av 20-50 vikt%, varefter uppslamningen anbringas pi on 
uppvarmd vals, dar den torkas till en film. 
Exempel 7 
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~_Kemisk och fysikalisk derivatis ring av amylopektin 

Amylopeictin behandlas enligt d forfaranden som be- 
skrivs i nagot av exemplen 3-5 for kemisk modifiering och 
behandlas darefter vidare enligt exempel 6 for fysikalisk 
5 derivatisering . 
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S EQ ID nr 1 

Sekvenserad molekyl; genomiskt DNA 

Nainn: GBSS-genf r&gment frAn potatis i antisens-riktnlng 
Sekvensl&ngd: 342 bp 



7GCA7G777C CCTACATTCT A777AGAA7C GTGT7GTGGT GTATAAACGT 50 

TGTTTCATA7 C7CA7C7CA7 CTATTC^GAT 777GA77C7C 77GCC7AC7G 100 

7AA77GG7GA 7AAA7G7GAA 7GC77CC777 C77C7CAGAA A7CAA777C7 150 

G777TG7777 7G77CATC7G 7AGCT7AT7C TC7GG7AGA7 TCCCCT7777 200 

G7AGACCACA CA7CAC A7G GCA AGC A7C ACA GCT 7CA CAC CAC 243 

Met Ala Ser He 7hr Ala Ser His Kis 
1 5 

777 G7G 7CA AGA AGC CAA AC7 7CA C7A GAC ACC AAA 7CA ACC 285 
Phe Val Ser Arg Ser Gin 7hr Ser Leu Asp 7hr Lys Ser 7hr 
10 15 20 

77G 7CA CAG A7A GGA C7C AGG AAC CA7 AC 7 C7G AC 7 CAC AA7 ' rS27 

Leu Ser Gin He Gly Leu Arg Asn His 7hr Leu 7hr His Asn * 
25 30 35 

GG7 77A AGG GC7 G77 342 
Gly Leu Arg Ala Val 
40 
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— SEQ ID nr 2 

Sekvonserad molokyl: genomiskt DWA 
Namn: Promoter till GESS-genen frAn potatis 
Sekvensl&ngd: 629 bp 



AACCA7CC77 CC7777AGCA G70TATCAAT 777G7AA7AG AACCA7GCAT 50 

AC7CAA7C77 AA7AC7AAAA 7GCAAC77AA 7ATAGGC7AA ACCAAG7AAA 100 

G7AA7G7A77 CAACC777AG AA77G7GCA7 7CA7AA77AG A7C77G777G 150 

7CG7AAAAAA 77AGAAAA7A 7A777ACAGT AA777GGAA7 ACAAAGC7AA 200 

GGGGGAAG7A AC7AA7A77C 7AG7GGAGGG AGGGACCAG7 ACCAG7ACCT 250 

AGA7A77A77 77TAA77AC7 A7AA7AA7AA 777AA77AAC ACGAGACA7A 300 

GGAA7G7CAA G7GG7AGCG7 AGGAGGGAG7 7GG7T7AG7T 7777AGA7AC 350 

7AGGAGACAG AACCGGACGC CCCA7TGCAA GGCCAAG7TG AAG7CCAGCC 4 00 

G7GAA7CAAC AAAGAGAGGG CCCA7AATAC 7G7CGA7GAG CA777CCC7A 450 

7AA7ACAG7G 7CCACAGT7G CC77C7GC7A AGGGA7AGCC ACCCGC7A77 500 

CTC77GACAC G7G7CAC7GA AACC7GC7AC AAA7AAGGCA GGCACC7CC7 550 

CA77C7CAC7 CAC7CAC7CA CACAGC7CAA CAAGTGGTAA CTT7TACTCA 600 

TC7CCTCCAA 77A777C7GA 777CA7GCA 629 
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SEQ ID nr 3 

Sekvenserad molekyl: genomiskt DNA 
Nanin: G3SS-ganen fr&n potatis 
Sekvensl&ngd; 2191 bp 



AACCA7CC77 CCTTTAGCA GTGTATCAAT TTTGTAATAG AACCA7GCAT 50 

AC7CAA7C77 AA7ACTAAAA TGCAACTTAA 7ATAGGC7AA ACCAAGTAAa 100 

G7AA7G7A77 CAACC7T7AG AA77G7GCA7 7CA7AA77AG A7C77G^77G 150 

TCGTAAAAAA 7TAGAAAA7A 7A777ACAG7 AATTTGGAAT ACAAAGC7AA 200 

GGGGGAAGTA AC7AATA77C 7AG7GGAGGG AGGGACC AG 7 ACCAG7ACC7 250 

AGA7A77A77 777AA77AC7 A7AA7AA7AA 77TAA77AAC ACGAGACA7A 300 

GGAA7G7CAA G7GG7AGCG7 AGGAGGGAG7 7GG777AG77 777TAGA7AC 350 

7AGGAGACAG AACCGGACGG CCCA77GCAA GGCCAAG77G AAG7CCAGCC 4 00 

G7GAA7CAAC AAAGAGAGGG CCCA7AA7AC 7G7CGA7GAG CA777CCC7A 450 

TAA7ACAG7G 7CCACAG77G CC77C7GC7A AGGGA7AGCC ACCCGC7A77 500 

CTCT7GAC^C G7G7CAC7GA AACC7GC7AC AAA7AAGGCA GGCACC7CC7 550 

CA7VC7CAC7 CAC7CAC7CA CACAGCTCAA CAAG7GG7AA C7777AC7CA 600 

7C7CC7CCAA 77A777C7GA 777CA7GCA7 G777CCC7AC A77C7A777A 650 
GAA7CG7G77 GTGGTGTATA AACG77G777 CATA7C7CA7 C7CA7C7A77 - 700 
C7GAT777GA 7TC7C77GCC 7AC7G7AA7C GG7GA7AAA7 G7GAA7GC77 ~ 750 

CCTTTC77C7 C AG AAA 7 C AA 777C7G7777 G77777G77C A7C7G7AGCT 800 

7A77C7C7GG 7AGA77CCCC 77777G7AGA CCACACA7CA C A7G GCA 847 

Met Ala 
1 



AGC A7C ACA GC7 7CA CAC CAC 777 G7G 7CA AGA AGC CAA AC7 889 
Ser lie Thr Ala Ser His His ?he Val Ser Arg Ser Gin 7hr 
5 10 15 

7CA C7A GAG ACC AAA 7CA ACC 77G 7CA CAG A7A GGA C7C AGG 931 
Ser Leu Asp Thr Lys Ser 7hr Leu Ser Gin lie Gly Leu Arg 
20 25 30 

AAC CA7 AC7 C7G AC7 CAC AA7 GG7 77A AGG GC7 G77 AAC AAG 973 
Asn His 7hr Leu Thr His Asn Gly Leu Arg Ala Val Asn Lys 
35 40 

C77 GA7 GGG C7C CAA 7CA ACA AC7 AAi AC7 AAG G7A ACA CCC 1015 
Leu Asp Gly Leu Gin Ser 7hr Thr Asn Thr Lys Val 7hr Pro 
45 50 55 

AAG A7G GCA TCC AGA ACT GAG ACC AAG AGA CC7 GGA 7GC VCA 1057 
Lys Met. Ala Ser Arg Thr. Glu Thr Lys Arg Pro Gly Cys Ser 
60 65 70 

GC7 ACC ATT GTT TGT GGA AAG GGA A7G AAC 7TG ATC 777 G7G 1099 
Ala 7hr lie Val Cys Gly Lys Gly Met: Asn Leu lie Phe VaI 
75 60 65 



GGT .-.CT GAG GTT GGT CCT TGG AGC AAA ACT GG7 GGA C7A GG7 1141 

Gly Thr Glu Val G." y Pro Trp Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly 

55 100 

GAT GTT CTT C-GT GGA CTA CCA CCA GCC CTT GCA 1174 

Aso Val Leu Gly Giv Leu Pro Pro Ala Leu Ala 
ICS 110 



21 



GTAAGTC7T7 CTTTCATT7G GTTACCTACT CATTCATTAC TTATTTTGTT 1224 
7AG77AG777 CTAC7GCA7C AG7C7TT77A 7CATTTAG GCC CGC GGA 1271 

Ala Arg Gly 

CA7 CGG GTA A7G ACA ATA 7CC CCC CG7 7AT GAC CAA 7AC AAA 1313 
His Arg Val Met Thr He Ser Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr Lys 
115 120 125 

GAT GCT TGG GAT ACT GGC GTT GCG GTT GAG GTACATCTTC 1353 

Asp Ala Trp Asp Thr Gly Val Ala Val Glu 
130 135 

CTATATTGAT ACGGTACAAT ATTGTTCTCT TACATTTCCT GATTCAAGAA 14 03 

TGTGATCATC TGCAG GTC AAA GTT GGA GAC AGC ATT GAA ATT GTT 144 8 

Val Lys Val Gly Asp Ser He Glu He Val 

140 145 "J 

CGT TTC 777 CAC 7GC 7A7 AAA CG7 GGG G7T GA7 CGT GTT 7TT M90 
Arg Phe :-*e KisCys Tyr Lys Arg Gly Val Asp Arg Val Phe 
150 155 160 

GTT GAC CAC CCA ATS TTC TTG GAG AAA GTAAGCATAT 1527 

Val Asp His Pro Met Phe Leu Giu Lys 
165 170 

7A7GAT7A7G AA7CCGTCCT GAGGGATACG CAGAACAGG7 CATTTTGAGT 1577 
ATCTT7TA \C TCTACTGGTG CTTTTACTCT TTTAAG GTT TGG GGC AAA 1625 

Val Trp Gly Lys 
175 

ACT GGT TCA AAA A7C TAT GGC CCC AAA GCT GGA C7A GAT TAT 1667 
Thr Gly Ser Lys He Tyr Gly Pro Lys Ala Gly Leu Asp Tyr 
180 135 

CTG GAC AAT GAA C7T AGG TTC AGC TTG TTG 7GT CAA 1703 
Leu Asp Asn Glu Leu Arg Phe Ser Leu Leu Cys Gin 
190 155 200 

GTAAGTTAGT TAC7C7TGA7 77T7ATGTGG CATTTTACTC TTTTGTCTTT 1753 
AATC^TTTTT TTAACCTTGT TTTCTCAG GCA GCC C7A GAG GCA CCT 1799 

Ala Ala Leu Glu Ala Pro 
205 

AAA GTT TTG AAT TTG AAC AGT AGC AAC TAC TTC TCA GGA CCA 1841 
Lys Val Leu Asn Leu Asn Ser Ser Asn Tyr Phe Ser Gly Pro 
21C 215 220 

TAT 3 GTAATTAACA CATCCTAGTT TCAGAAAACT CCTTACTATA 1885 

Tyr G 

TCATTGTAGG TAATCATCTT 7ATI.TGCC7 ATTCC7GCAG GA GAG GA7 1933 

iy Glu Aso 
225 



(pi 
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GTT CTC TTC ATT GCC AAT GAT TGG CAC ACA GTT CTC ATT CCT 1975 
Vai Leu Phe lie Ala Asn Asp Trp His Thr Val Leu lie Pro 
230 235 

TGC TAG TTG AAG TCA ATG TAG CAG TCC AGA GGA ATC TAG TTG 2017 
Cys Tyr Leu Lys Ser Met Tyr Gin Ser Arg Gly lie Tyr Leu 
240 245 250 

AAT GCC AAG GTAAAATTTC TTTGTATTCA CTCGATTGCA 2056 

Asn Ala Lys 
255 

CG77ACCCTG CAAATCAGTA AGGTTGTATT AATATATGAT AAATTTCACA 2106 
TTGCCTCCAG GTT GCT TTC TGC ATC CAT AAC ATT GCC TAC CAA 214 9 

Val Ala Phe Cy* He His Asn He Ala Tyr Gin 
26C 265 

GGT CGA TTT TCT TTC TCT GAC TTC CCT CTT CTC AAT CTT CCT 2191 
Gly Arg Phe Ser Phe Ser Asp Phe Pro Leu Leu Asn Leu Pro 
270 275 280 



PAT ENTKRA V 



1. 342 bp fragment av genen som kodar far starkel- 
sekornbundet starkelsesyntas (GBSS) i potatis med vasent- 
ligen den i antisens-riktning insatta nukleotidsekvensen 
som anges i SEQ ID nr 1. 

2. Promotor till genen far starkelsekornbundet star- 
kelsesyntas (GBSS) i potatis, vilken promotor &r knaispe- 
cifik och har vasentligen den nukleotidsekvens som ang s i 
SEQ ID nr 2. 

3. Gen som kodar far starkelsekornbundet starkelse- 
syntas i potatis (GBSS-genen) som har vasentligen d n y 
nukleotidsekvens som anges i SEQ ID nr 3. - 

4. Antisens-konstruktion far inhibering av uttryck av 
genen far starkelsekornbundet starkelsesyn fcas i potatis 
omf attande 

a) en promotorsekvens , 

b) ett 342 bp- fragment av genen som kodar far stark lse- 
kornbundet starkelsesyntas, insatt i antisens-riktning, 
vilket fragment har vasentligen den nukleotidsekvens 
som anges i SEQ ID nr 1. 

5. Antisens-konstruktion far inhibering av uttrycket 
av genen som kodar far starkelsekornbundet starkelsesyntas 
(GBSS-genen) i potatis, omf attande 

a) en promotorsekvens, 

b) ett 342 bp-fragment av genen som kodar far stark lse- 
kornbundet starkelsesyntas insatt i antisens-riktning, 
vilket har vasentligen den nukleotidsekvens som anges i 
SEQ ID nr 1, 

c) ett genfragment som kodar far p-glukuronidas (GUS-ge- 



6. Antisens-konstruktion enligt krav 4 eller 5, 
kannetecknad av att promotorn har vasentligen 
den sekvens som anges i SEQ ID nr 2. 

7. Antisens-konstruktion enligt krav 4 eller 5, 
kannetecknad av att promotorn ar vald bland 
CAMV 35S-promotorn och patatinl-promotorn. 



nen) . 
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8. V ktor omfattande tt 342 bp antis ns-fragmant mod 

vasentligen den nukleotidsekvens son anges 1 SEQ ID nr 1. 

9. Vektor omfattande antisens-konstruktionen enligt 
n&got av kraven 4-7. 
5 10. Cell av potatisplanta, vara genoro omfattor anti- 

sens- fragments t enligt krav 1. 

11. Potatisplanta, vars genora omf attar ant i sens- f rag- 
men tet enligt krav 1 . 

3 2. PotatisknSlar, vilkas genom omfattar antisens- 
10 -fragmentet enligt krav 1. 

13. Fr6n fr&n potatisplanta, vilkas genom innehdll r 
antisens-fragmentet enligt krav 1. 

14. MikroknOlar av potatis, vilkas genom omfattar. 
antisens-fragmentet enligt krav 1. 

15 15. Nativ starkelse av amylopektintyp, k & n n - 

tecknad av att den erhillits frin potatis som fOr- 
andrats gentekniskt f6r undertryckande av bildning av 
st£rkelse av amylostyp. 

16. Derivatiserad st&rkelse av amylopektintyp, 

20 kannetecknad av att den utgttrss av starkels 
av amylopektintyp som utvunnits ur potatis , vilken modi- 
fierats gentekniskt fOr undertryckande av bildning av 
st&rkelsa av amylostyp, vilken starkelse av amylopektintyp 
d&refter har deri vatiserats pA kemisk, fysikalisk ell r 

25 enzymatisk v&g. 

17. FCrfarande for undertryckande av amylosbildning i 
potatis, k&nnetecknat av att potatisen f6r- 
iindras gentekniskt genom att man i potatisv&vnadens genom 

-■~ infOr en genkonstruktion omfattande ett 340 bp fragment av 
30 den potatisgen som kodar for bildning av st&rkelsekombun- 
det starkelsesyntas (GBSS-genen) insatt i antisens-rikt- 
ning, vilket fragment har vascntligen den nukleotidsekvens 
som anges x SEQ ID nr 1, tillsammans med en promotor till 
GBSS-genen. 
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SAMMANDRAG 



5 



Genteknisk fOr^ndring av potatis fOr undertryckand 



av bi.ldning av st&rkelse av amylostyp beskrlvs. 

Ett 342 bp antisens- fragment fOr ins&ttning i pota- 
tisgenomet beskrlvs ocksA. Vidare beskrlvs antisens-konst- 
ruktioner, gener och vektorer omfattande n&mnda antlsens- 
10 -fragment:, Likas4 beskrlvs en prorotor till genen som ko- 
dar f5r bildning av s tarkelsekornbundet starkelsesyn;,as. 

Aven celler, plantor, knttlar, mikroknaiar och frttn av 
potatis omfattande n&mnda antisens- fragment beskrlvs.- 



15 nativ och derivatlserad, h&rr&rande fr&n den gentekniskt 
fOrandrade potatisen, liksom ett fOrfarande fer under- 
tryckande av amylosbildning i potatis. 



Slutligen beskrlvs stdrkelse av amylopektintyp, bdde 
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Publ.bild: fig 1 
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